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棉铃 虫 核 型 多 角 体 病毒 多 角 体 绰 白 聚 集体 
特性 及 与 其 它 包 涵 体 绰 日 的 血清 学 关系 
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摘要 : 纯化 的 多 角 体 碱 解释 放 多 角 伍 和 蛋白， 经 等 电 点 沉淀 和 柱 层 析 对 多 角 体 蛋白 进行 分 离 纯化 ， 结 合 SDS-PAGE、 免 疫 双向 
扩散 、 免 疫 电镜 等 方法 ， 证 明 棉 铃 虫 核 型 多 角 体 病毒 (HaNPV) 的 多 角 体 蛋白 以 聚集 体形 式 存 在 。 用 ELISA 法 检测 包涵 体 
蛋白 之 间 的 血清 学 关系 ， 结 果 表 明 ， 与 黄 地 老虎 颗粒 体 病毒 《AsGV) 和 粘 虫 颗粒 体 病 毒 〈PsGV) 颗粒 体重 白 相 比较 ，HaN- 
PV 多 角 体 蛋白 与 葡萄 天 蛾 核 型 多 和 角 体 病毒 (ArNPV， 和 黄 地 老虎 核 型 多 角 体 病毒 (AsNPV) 多 角 体 蛋白 之 间 的 血清 学 关系 
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Ageregate property of HaNPY polyhedrin and the serological relationship among in- 


clusion body proteins 
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Abstract: Analysis of HaNPV polyhedrin punfied with gel filtration chromatography，by SDS-PAGE;, immunodiffusion and im- 


munoelectron microscopy suggested that the polyhedrin exist in the form of aggregates. Enzyme linked immunosorbent assay 
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(ELISA ) revealed that the polyhedrin was more closer in serology to other two polyhedrins from ArNPV and AsNPV than two 


granulins from AsCV and PsGV, respectively. 
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棉铃 忠 核 型 多 角 体 病毒 《 Helicoverpa armigera 
nuclear polyhedrosis virus，HaNPV》 属 杆 状 病毒 科 A 
亚 组 。 多 角 体 蛋白 是 核 型 多 角 体 病毒 的 主要 结构 和 
白 ， 它 有 两 个 主要 功能 ， 一 是 围绕 病毒 形成 保护 性 
的 晶体 ， 二 是 能 抵抗 除 类 似 于 昆虫 肠 道 强 碱 性 条 件 
外 的 溶解 作用 。 这 两 个 功能 特性 ， 能 使 杆 状 病毒 在 
宿主 的 体外 存活 多 年 。HaNPV 多 角 体 蛋白 的 一 些 
理化 性 质 已 有 报道 《 吴 柏 春 ，19907， 但 对 于 多 角 
体重 白 的 聚集 体 特 性 ， 尚 未 见报 道 。 

本 文 作者 对 HaNPV 多 角 体 蛋白 聚集 体 特性 及 多 和 角 
体 蛋 白 与 颗粒 体 蛋 白 的 血清 学 关系 进行 了 初步 研究 。 


1 材料 与 方法 


1.1 虫 种 
棉铃 虫 由 本 所 昆虫 生态 室 提 供 ， 均 为 室内 人 工 














饲料 饲养 传代 ， 饲 养 温度 为 26+ 1%C 。 
1.2 ”病毒 

HaNPV 为 本 实验 室 分 离 的 病毒 株 。 从 饲养 的 
棉铃 虫 中 挑选 虫 龄 一 致 的 健康 个 体 ， 用 配 成 一 定 浓 
度 的 HaNPV 悬 液 感染 幼虫 ， 增 殖 病 毒 。 收 集 感 染 
病毒 而 死 的 幼虫 ， 勾 浆 ，3 层 纱 布 过 滤 。 滤 液 经 差 
速 离心 、 芒 糖 密度 梯度 离心 (45% ~ 60% WI/V)， 
所 得 纯化 的 多 角 体 经 冷冻 干燥 ， 于 - 20 和 保存 备 
用 。 
1.3 多 角 体 蛋白 的 分 离 纯 化 

纯化 的 多 角 体 配 成 10 mg/mL 悬 液 ，70% 保温 2 
h， 以 灭 活 碱 性 和 蛋白酶 。 用 终 浓 度 0.05 mol/L 
NaC0: 、0.05 mol/L NaCl、0.004 mol/L EDTA (pH 
10.6) 碱 解 液 《 约 5 mg 多 角 体 病毒 深 于 1 mL 碱 解 
液 中 ) 室温 振荡 碱 解 10 min，1 mol/L HCl 调 pH 至 
8.5 终止 碱 解 。4%，20 000 r/min 离心 60 min 
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《Beckman C-MC 高 速 冷冻 离心 机 》»， 上 清 液 用 等 电 
点 法 沉淀 ， 沉 淀 的 蛋白 溶 于 适量 0.05 mol/L Tris- 
HQ 缓冲 液 《 含 0.002 mol/L EDTA，pH 8.8) 中 ， 
通过 Sepharose 6B 柱 层 析 《0.8 cmx 100 cm2， 流 速 
20 mL/h， 分 部 收集 ， 于 Beckman DU 656 型 分 光 光 
度 计 测定 吸收 光谱 。 
1.4 ”SDS-PAGE 分 析 

SDS-PAGE 参照 Laemmli (1970) 电泳 系统 进行 
不 连续 垂直 板 电 泳 ， 浓 缩 胺 为 4%，pH 6.8， 分 高 
胶 为 4%，pH 8.8。 标 准 蛋 白 为 Sigma 公司 产品 。 
样品 及 标准 和 蛋白 用 样品 缓冲 滚 溶 解 ， 沸 水 处 理 4 
min 后 加 样 。 稳 压 200 Y， 电 泳 时 间 为 4~5 h， 考 
马 斯 亮 蓝 染色 。 
1.5 免疫 双向 扩散 

分 别 以 纯化 的 峰 T、2 为 抗原 ， 常 规 免 疫 家 和 免 
产生 抗 血清 ，ELISA 法 检测 滴 度 。 进 行 变 叉 免疫 双 
向 扩散 实验 《 周 顺 伍 ，1991)。 
1.6 免疫 电镜 

血 腔 注射 接种 120 bh 的 脂肪 体 ， 经 2.5$ 狗 成 二 
苹 、I 旬 铁 酸 分 别 固定 后 ， 酒 精 系 列 脱水 ，Epon- 
812 包 埋 ，LKB-2088 型 切片 机 切片 。 网 片 于 含有 
S 名 的 牛 血 清白 重 白 的 0.1 molL 磷酸 缓冲 液 《pH 
7.4) 室温 放置 30 min， 然 后 将 网 片 置 适当 稀释 的 
抗 血清 中 过 夜 《4%》。 冲 洗 网 片 ， 将 其 置 适当 稀释 
的 金 颗粒 标记 的 羊 抗 免 IgG 中 ， 室 温 放置 1 h， 冲 
洗 ， 酷 酸 铀 和 柠檬 酸 铅 染 色 ，JEM-2000 透射 电镜 
观察 。 
1.7 LISA 法 检测 包涵 体 蛋 白 之 间 的 血清 学 反应 

应 用 间接 ELISA 法 ,一 抗 为 多 角 体 绰 白 抗 血清 
和 颗粒 体重 白 抗 血清 ， 二 抗 为 酶 标 羊 抗 免 lgG。 


2 结果 


2.1 多 角 体 蛋白 的 分 离 纯化 

多 角 体 碱 解 、 等 电 点 沉 演 后 ， 再 经 Sepharose 
6B 柱 层 析 ， 洗 脱 曲线 表现 出 3 个 洗 脐 峰 ， 其 中 峰 
和 峰 2 重合， 取 峰 1 和 峰 2 再 经 Sepharose 6B 柱 层 
析 ， 得 到 了 分 离 效 果 好 的 独立 洗 脱 峰 (图 1)。 图 I 
中 的 峰 工 和 峰 2 具有 上 典型 的 蛋白 质 光谱 特征 ， 最 高 
和 最 低 峰 分 别 在 280 nm 和 255 nm 处 。 取 图 1 中 的 
峰 1 和 峰 2 进行 SDS-PAGE 分 析 ， 此 两 峰 的 蛋白 亚 
基 有 相近 的 表 观 分 子 量 ， 为 32 kD 左右 ， 并 且 均 表 
现 为 T 条 带 《〈 图 2)。 
2.2 免疫 双 问 扩散 检测 峰 工 与 峰 2 的 交叉 反应 

图 3 为 峰 1 蛋白 与 峰 2 抗 血清 的 反应 图 谱 ， 
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图 1 HaNPV 多 角 体 蛋白 经 Sepharose 6B 柱 层 析 洗 赔 曲 线 
Fig. 1 Elution pattern of HaNPY polyhedrin by 
Sepharose 6B column chromatography 
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图 2 HaNPY 多 角 体 蛋 白 的 SDS-PAGE ‘M4%) 图 庄 
Fig. 2 SDS-PAGE (14%? pattern of HaNPY paolyhedrin 
a bh: 未 经 纯化 的 多 角 人 性 重 白 non-putrified polyhedrin: 

c 路 峰 ?2peak2ie 峰 1peakli 芋 标准 策 白 
molecular weight markers 


图 4 为 峰 2 蛋白 与 峰 1 抗 血清 的 反应 图 谱 。 从 这 两 
个 图 中 可 以 看 出 峰 1 和 峰 2 有 强烈 的 交叉 反应 。 
2.3 免疫 电镜 

图 5 为 峰 1 抗 血清 作为 一 抗 的 免疫 电镜 图 像 。 
金 颗粒 分 布 于 多 角 体 上 和 多角 体 之 间 。 分 别 计数 这 
两 部 分 金 颗粒 数 和 像 纸 的 重量 ， 进 行 卡 方 检验 ， 结 
果 见 表 1， 统 计 学 上 差异 极 显著 ， 说 明峰 1 绰 白 定 
位 于 多 角 体 基质 。 图 6 为 峰 2 抗 血清 作为 一 抗 的 免 
疫 电 镜 图 像 ， 处 理 同上 ， 结 果 见 表 2， 峰 2 蛋白 也 
定位 于 多 角 体 基 奈 。 这 表明 ， 峰 1 和 峰 2 和 绰 白 均 为 
多 角 体 蛋白 。 
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图 3 免疫 双向 扩散 法 测定 峰 1 笃 白 与 峰 2 抗 血清 的 反应 
Fig. 3 Immunodiffusion pattern produced by peak 1 protein 
and peak 2 antiserum 
中 间 孔 center well: 峰 1 蛋白 peak 1 prwtein; 边缘 孔 peripheral 
wells: 不 同 滴 放 的 峰 2 抗 血 清 beak 2 antiserum 


in different titres 
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图 4 免疫 双 同 扩散 法 测定 峰 2 梨 白 与 峰 1 抗 血清 的 反应 
Fig. 4 Immunodiffusion pattern produced by peak 2 
protein and peak 1 antiserum 
中 间 孔 center well: 峰 2 蛋白 peak 2 protein; 边缘 孔 
Peripheral wells: 不 同 滴 度 的 峰 1 抗 血清 peak 1 


antiserum im different tibes 
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表 1 峰 1 抗 血清 作为 一 抗 时 ， 金 颗粒 在 多 角 体 
上 和 多 角 体 之 间 的 分 布 
Table 1 Distribution of gold particles on 
and amongs polyhedra 


金 里 粒 数 (个 ) 。 重量 (8g) 
Panrticles Weight 
多 角 体 重 白 上 
E24 1.202 
on polyhedra 
多 角 体 蛋白 之 间 
10 0.347 
anong polyhedra 
Y2 检验 (P) <0.005 <0.005 


峰 1 重 白 抗 血 清 作 为 一 抗 处 理 超 注 切 片 Ultathin section treated 
with peak 1 antiserum as primary antibody 


表 2 上 峰 2 抗 血 清 作为 一 抗 时 ， 金 颗粒 在 多 角 体 上 
和 多 角 体 之 间 的 分 布 
Table 2 Distribntion of gold particles on 
and amones polyhedra 


金 颗粒 数 (个 ) ”重量 (8g) 
Panticles Weight 
多 角 体 扎 白 上 
362 1.085 
on polyhedra 
多 角 体 重 白 之 间 
125 0.549 
among polyhedra 
检验 (PP) <0.005 <0.005 


峰 2 重 白 抗 血清 作为 一 抗 处 理 超 注 切片 Ulbathin section treated 
with peak 2 antiserum as primary antibody 


2.4 HaNPV 多 角 体 蛋白 和 PsGYV 颗粒 体 蛋 白 与 其 
它 包 涵 体 蛋白 之 间 的 血清 学 关系 

多 角 体 蛋白 抗 血清 与 HaNPV、ArNPV、AsNPV 
多 角 体 蛋白 的 反应 明显 强 于 与 AsGV、PsGV 颗粒 体 
蛋白 的 反应 : 颗粒 体 蛋 白 抗 血 清 与 以 上 二 种 颗粒 体 
蛋白 的 反应 明显 强 于 与 上 述 三 种 多 和 角 体 蛋白 的 反 
应 。 结 果 见 表 3。 


表 3 2 种 抗 血 清 与 s 种 包涵 体 蛋 白 的 血清 学 反应 结果 (OD, ,,) 
Table 3 Serological relationship of two antiserums and five inclusion body proteins COD;e»,,, ) 


抗 血清 
HaNPY ArNPY 
Antiserurms 

抗 多 角 体重 白 
1.504 1.268 

anti-polyhedrin 

抗 颗粒 体重 白 
0.266 0.1% 


anti-granulin 


AsNPY AsGV PsGY 
1.201 0.730 0.563 
0.165 1.695 2.000 
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图 5 血 腔 注射 感染 120 h 脂肪 体 的 免疫 电镜 图 像 
Fig. 5 Immrmnoelectronic micrograph of 了 he fat body cell at 120 h after hemocoel inoculation 
峰 1 抗 血 清 作 为 一 抗 《x 和 名 Ultrathin section treated with peak 1 artiseruum as primary antibody 
P: 多 角 体 病毒 polyhedrosis vimses: 一 : 金 林 粒 gqld particles 


Pete 





a | 
图 6 血 腔 注射 感染 120 h 脂肪 体 的 免疫 电镜 图 像 
Fig. 6 Immunoelectronic micrograph of the fat body cel at 120 hr after hemocoel inoculation 
峰 2 抗 血清 作为 一 抗 ( x 80 k》 Ultrathin section treated with peak 2 antiserm as primary artibody 
P: 多 角 人 性 病毒 polyhedrosis viruses; 一 : 金条 粒 gold particles 


环境 中 被 活化 ， 能 降解 多 角 体 绰 白 《Payne and Kal- 


3 讨论 makoff，1978; Kozdov et al.，1975)， 因 此 ， 在 分 离 
纯化 多 角 体 蛋白 时 ， 必 须 灭 活该 酶 。 实 验 采用 

3.1 多 角 体 蛋白 的 聚集 体 特 性 70% 保 温 2 h 的 方法 灭 活 此 酶 。 
分 离 纯化 多 角 体 蛋白 ， 首 先 需 用 弱 碱 将 多 角 体 常用 的 包涵 体重 白 纯 化 方法 有 等 电 点 法 、 离 心 


溶解 ， 由 于 多 角 体 内 含有 碱 性 蛋白 酶 ， 此 酶 在 碱 性 法、 过滤 法 、 凝 胶 层 析 法 ， 或 是 这 些 方法 的 组 合 
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(Christian and Herbort, 1981; Cibulsky et al., 1977; 
McCarthy and Liu, 1976; Longworth et al., 1972)。 本 
实验 中 我 们 采用 等 电 点 沉淀 与 凝 胶 层 析 相 结合 的 方 
法 ， 分 离 纯化 HaNPV 多 角 体 蛋白 ， 得 到 了 3 个 分 
离 峰 ，SDS-PAGE 分 析 峰 1 与 峰 2 的 表 观 分 子 量 大 
约 相等 ， 为 32 kgD。 如 果 这 两 个 峰 都 是 多 角 体 蛋白 ， 
那么 至 少将 有 一 个 峰 是 以 聚集 体形 式 存在 。 这 一 推 
断 是 基于 以 下 观察 : (1)》 凝 胶 层 析 的 基本 原理 是 利 
用 动 相 中 被 分 离 物质 的 分 子 量 大 小 不 同 及 静 相 具有 
分 子 得 的 特点 ， 将 被 分 离 物质 按 分 子 大 小 分 开 ， 达 
到 分 离 纯化 的 目的 ， 层 析 结 果 为 两 个 峰 ， 说 明 在 此 
分 离 条 件 下 ， 这 两 个 峰 的 分 子 量 是 不 同 的 ， (2) 
SDS-PAGE 分 析 这 两 个 峰 ， 它 们 亚 基 表 观 分 子 量 相 
同 ， 约 为 32 kD， 这 两 个 峰 的 表 观 分 子 量 分 别 与 多 
角 体 重 白 的 表 观 分 子 量 相 符合 。 

免疫 双向 扩散 法 观察 峰 1 蛋白 与 峰 2 蛋白 抗 血 
清 、 峰 2 蛋白 与 峰 1 重 白 抗 血清 之 间 的 反应 ， 结 果 
表明 ， 两 个 峰 生 和 白 之 间 存 在 着 强烈 的 诡 叉 反应 。 这 
说 明 ， 峰 1 蛋白 和 峰 2 和 绰 白 具有 相同 的 抗原 决定 
簇 。 有 资料 表明 ， 在 舞 毒 蛾 核 型 多 角 体 病毒 Ly- 
mantria dispar NPV 结构 蛋白 中 ， 有 与 多 角 体 和 蛋白 分 
子 量 相同 的 成 分 ， 均 为 31 kD， 但 它们 的 氨基 酸 组 
成 不 同 (Yu et al.，1992)。 一 般 说 来 ， 这 种 结构 上 
的 巨大 差异 ， 决 定 了 它们 之 间 不 可 能 存在 强烈 的 交 
又 反应 ， 只 有 结构 相近 或 相同 的 蛋白 质 才 能 存在 交 
又 反应 。 

免疫 电镜 取材 为 血 腔 接 种 HaNPV 后 120 h 的 脂 
肪 体 组 织 ， 从 照片 上 可 以 看 出 ， 此 时 的 多 角 体 已 经 
形成 或 正在 形成 ， 多 角 体 蛋白 除 已 形成 多 角 体 外 ， 
在 多 角 体 之 间 也 存在 ， 以 便 沉 积 形成 多 角 体 ， 因 
此 ， 金 颗粒 除 结合 到 多 角 体 上 外 ， 在 多 角 体 之 间 也 
有 分 布 。 从 多 角 体 蛋白 的 密度 上 来 说 ， 包 埋 病 毒 粒 
子 形成 多 角 体 基质 的 多 角 体 和 蛋白， 由 于 结合 紧密 ， 
其 密度 必然 高 于 游离 的 多 角 体 蛋白 。 因 此， 免疫 金 
颗粒 在 多 角 体 上 的 分 布 和 在 多 角 体 之 间 的 分 布 应 是 
有 所 差别 的 。 实 验 结果 表明 ， 用 两 种 抗 血 清 作为 一 
抗 ， 其 金 颗粒 在 多 角 体 上 的 分 布 明显 高 于 在 多 角 体 
之 间 的 分 布 。 这 证 明了 两 种 抗 血清 对 多 角 体 蛋白 均 是 
特异 的 ， 即 我 们 分 离 纯化 的 峰 1 和 峰 2 均 为 多 角 体 
和 蛋白。 这 一 结果 更 有 力 地 支持 多 角 体 是 以 聚集 体形 
式 存在 的 结论 。 在 对 颗粒 体 病 毒 进行 研究 中 ， 发 现 
颗粒 体 蛋 白 可 能 以 聚集 体形 式 存在 〈Longworth et 
ol .，1972; Gijzen et al.，1995)。 聚 集体 的 形成 ， 可 
能 更 有 利于 多 角 体 重 白 沉积 于 病毒 粒子 的 表面 ， 以 














形成 多 角 体 。 
3.2 HaNPYV 多 角 体 蛋白 与 其 它 包 涵 体 蛋白 的 血清 
学 关系 

多 角 体 蛋白 与 颗粒 体 和 蛋白 之 间 在 氨基 酸 序列 的 
保守 程度 上 要 明显 低 于 多 角 体 香 白 之 间或 颗粒 体重 
白 之 间 的 保守 程度 《Leisy et al.，1986; Cowan et 
al., 1994; Rohrmann, 1986; Chakerian et al., 1985), 
将 HaNPV 多 角 体 蛋白 与 几 种 其 它 多 角 体 香 白 和 颗 
粒 体 蛋白 比较 发 现 ， 它 与 多 角 体 蛋白 的 同 源 性 在 
80% 以 上 ， 而 与 颗粒 体 蛋 白 的 同 源 性 在 50% ~ 
54.5%〔 王 根 等 ，1997)。 正 是 这 些 包 涵 体 蛋白 在 
氨基 酸 序 列 上 既 有 一 定 程 度 的 保守 性 ， 又 有 一 定 程 
度 的 差别 ， 才 造成 它们 之 间 血 清 学 关系 的 差异 ， 即 
多 角 体 蛋白 之 间 、 颗 粒 体 蛋白 之 间 的 血清 学 关系 较 
多 和 角 体 蛋白 与 颗粒 体重 白 之 间 的 血清 学 关系 更 为 密 
切 。 
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